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Resumen La a-talasemia, es uno de los desérdenes hereditarios méas frecuentes mundialmente. Al presente,
el diagndstico molecular es la unica herramienta que permite el diagndstico certero. El propodsito de
este trabajo fue caracterizar las bases moleculares de estos sindromes en nuestro medio, y establecer relaciones
genotipo-fenotipo. Mediante la complementacién de distintas técnicas de biologia molecular e hibridacion fluores-
cente in situ (FISH), se logré poner en evidencia la presencia de mutaciones a-talasémicas en 145 de 184 (78.8%)
pacientes estudiados con perfil hematoldgico compatible con a-talasemia. Dentro de este grupo, las deleciones
correspondieron al defecto genético mas frecuente, prevaleciendo la mutacién -a®7 en genotipos heterocigotas y
homocigotas. Asimismo, en pacientes con fenotipo o las deleciones prevalentes fueron —MEP y —_CAUCAMP Este estu-
dio permitié también describir una delecién de la regién sub-telomérica en un paciente con o-talasemia y retraso
mental. En el 7.6% de los pacientes caracterizados clinicamente como posibles a-talasémicos (microcitosis con
valores de Hb A, inferiores al 3.5%), se hallaron mutaciones p-talasémicas en estado heterocigota. Se lograron
establecer perfiles hematolégicos asociados a los genotipos o* y o para pacientes adultos y nifios. Esperamos
que este trabajo pueda servir como guia para reconocer posibles portadores o-talasémicos. También permite
destacar el trabajo en conjunto de médicos hematodlogos, el laboratorio (bioquimico y de biologia molecular) y
de los médicos genetistas, con el fin de proporcionar adecuado consejo genético.
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Abstract Molecular bases of a-thalassemia in Argentina. The o-thalassemia is one of the most common
hereditary disorders worldwide. Currently, molecular diagnostics is the only available tool to achieve
an accurate diagnosis. The purpose of this study was to characterize the molecular bases of these syndromes in
our environment and to establish genotype-phenotype associations. Through a combination of different molecular
techniques and fluorescent in situ hybridization (FISH),we were able to find a-thalassemic mutations in 145 of
the 184 patients (78.8%) studied with hematological parameters compatible with a-thalassemia. Deletions of the
a-globin genes resulted the major molecular cause of the disease, and the most frequent mutation was -o37,
found in homozygous and heterozygous genotypes. In patients with o phenotypes, other prevalent mutations
were —MED and —CAUCAMP The description of a sub-telomeric deletion in a patient with a-thalassemia and mental
retardation was also achieved. pB-thalassemic mutations in heterozygous state were found in 7.6% of the patients,
who presented o-thalassemic clinical features (microcytosis and Hb A, levels below 3.5%). Hematologic profiles
for the a* and o genotypes were established for adult and pediatric patients. Hopefully, this work will provide
guidelines for the detection of possible a-thalassemic carriers. It also highlights the collaborative work of hema-
tologists, the biochemical and molecular biology laboratory and genetists, in order to provide appropriate genetic
counseling.
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La o-talasemia (a-tal) (OMIM 604131; HBA2: 141850,
HBA1: 141800) es uno de los desdrdenes genéticos
monogénicos mas comunes a nivel mundial. Se estima
que el 5% de la poblacion mundial es portadora de al-
guna mutacion o-tal'. Prevalece en regiones tropicales

Recibido: 29-1X-2014 Aceptado: 12-1-2015
Direccién postal: Prof. Dr. Viviana Varela, Catedra de Genética y
Biologia Molecular, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires,Junin 956, 1113 Buenos Aires, Argentina

Fax: (54-11) 4964-8296 e-mail: vvarela@ffyb.uba.ar

y sub-tropicales (el sub-Sahara africano, Mediterraneo,
Oriente Medio, el subcontinente indio y el sudeste de
Asia?), coexistiendo en regiones donde esta difundida la
malaria, que ejercioé una presion evolutiva positiva sobre
las mutaciones a-tal. Cabe destacar que en varias zonas
de China y del sudeste asiatico, el 40% de la poblacion
es portadora de alelos o-tal®.

Los genes HBA2y HBA1, que codifican las cadenas de
a-globina, se encuentran en la regién telomérica del brazo
corto del cromosoma 16 (16p13.3); en el cluster (o familia
de genes) de a-globina que incluye: el gen embrionario
HBZ, el pseudogen HBZP, el gen HBM, el pseudogen
HBAP1, los genes HBA2y HBA1y HBQW.
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La expresion tejido-especifica de los genes del clus-
ter alcanza altos niveles a través de interacciones de
largo alcance entre secuencias distales regulatorias y
los promotores. Los elementos distales se encuentran
altamente conservados evolutivamente, razén por la
cual se los conoce como MCS (Multispecies Conserved
Sequences) o MRE (Major Regulatory Element) por su rol
en la transcripcion. A pesar de existir 4 secuencias MCS
(-R1 a -R4), la unica secuencia que hasta el momento
demostré cumplir el verdadero rol de enhancer es MCS-
R2, también conocida como HS-40, por ubicarse a 40 kb
corriente arriba del cluster.

Los sindromes a-tal presentan gran heterogenei-
dad fenotipica, producto de la diversidad de sus bases
moleculares. La causa mas frecuente de las a-tal son
las deleciones, con la pérdida de una (-a) 0 ambas (--)
copias de los genes HBA de un mismo cromosoma. En
funcion del numero de genes afectados, los portadores
a-tal se clasifican en: “portador silente”, con 3 copias de
HBA funcionantes (genotipo -a/a.a) clinicamente normal y
que raramente cursa con anemia, aunque exhibe ciertas
alteraciones en el hemograma, el portador con "rasgo
talasémico", que posee 2 copias funcionantes de genes
que codifican para a-globina (genotipos -o/-a. 0 --/o ) Y
dos presentaciones clinicamente relevantes: la enferme-
dad de hemoglobina (Hb) H, (genotipo -a/--) y el sindrome
de hidropesia fetal por Hb Bart, (genotipo --/--)*. En la
enfermedad de la Hb H, el exceso de cadenas f3, forman
homotetrameros (B,) que, a medida que maduran los
glébulos rojos, precipitan formando cuerpos de inclusion.
En estos individuos, los efectos clinicos de la anemia son
exacerbados porque los tetrameros 3, no pueden ceder
oxigeno a los tejidos®. Las manifestaciones clinicas mas
importantes son la anemia hemolitica, que puede llegar al
requerimiento de transfusiones, hepatoesplenomegalia e
ictericia. También pueden presentar modificaciones 6seas
producto de eritropoyesis extra-medular.

El sindrome de hidropesia fetal por Hb Bart es la condi-
cion mas grave y es fundamentalmente incompatible con
la vida extrauterina, ya que los individuos afectados son
incapaces de producir Hb F, Hb A o Hb A,; es relativa-
mente comun en el sudeste asiatico y es menos frecuente
en la poblacion de origen mediterraneo.

Se describieron ademas, formas no clasicas de
presentacion de o-tal asociada a retraso mental y o-tal
adquirida en sindromes mielodisplasicos. Dentro de los
pacientes con retraso mental, que en general cursan con
enfermedad de Hb H, existen 2 grupos de pacientes: el
primero, con retraso mental relativamente leve, variedad
de dismorfias y retraso en el desarrollo, es catalogado
como sindrome ATR 16. A nivel molecular corresponde a
un sindrome de delecion contiguo en la region telomérica
del brazo corto del cromosoma 16, generalmente espo-
radico, que conduce a la pérdida de los genes del cluster
de a-globina y genes adyacentes; hasta el momento no
se pudo esclarecer cuales estan involucrados en esta
condicion®. El segundo grupo de pacientes presenta al-
teraciones clinicas graves con compromiso neuroldgico
(relativamente uniformes: signos dismorficos caracteristi-
cos como hipertelorismo, puente nasal deprimido, narinas
antevertidas, boca grande en carpa, anomalias genitales,
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hipotonia y retraso mental grave, debido a mutaciones a
nivel germinal en el gen ATRX. La o-tal asociada a los
sindromes mielodisplasicos también se atribuye a muta-
ciones adquiridas en el gen ATRX".

Las deleciones que afectan el cluster o. presentan un
patrén de distribucion geografica definido. Prevalecen
las que provocan la pérdida de una sola copia de gen o
(del a*) y son producto de crossing-over desigual entre
regiones de alta homologia en el cluster de a-globina. La
de mayor frecuencia a nivel mundial es la delecion -a*70
rightward deletion (delecion de 3.7 kb) que predomina en
el area del Mediterraneo, Africa y Asia. La delecion -042 0
leftward deletion (delecion de 4.2 kb) es menos frecuente
y prevalece en el sudeste asiatico®.

Hay descriptas mas de 40 deleciones a®, con la pér-
dida de ambas copias de genes HBA yque pueden incluir
otros genes del cluster. Las mas frecuentes son --MEP'y
-(a)?°5 en poblacién del Mediterraneo, --554 en el sudeste
de Asia, y --F'* en poblacion filipina.

Con menor frecuencia, las bases moleculares de las
a-tal estan asociadas a mutaciones puntuales o no de-
lecionales. Prevalecen las alteraciones en el gen HBA2
(aMa) sobre el gen HBA1 (aa )8, aunque es posible que
exista un sub-diagnéstico de alteraciones en el ultimo
gen. Las mas frecuentes en el area del Mediterraneo son
oo, (HBA2:¢.2T>C: cambio ATG > ACG en el codén de
iniciacion) y o/Vs!t5Mg (HBA2:¢.95+2_95+6delTGAGG:
eliminacion de 5 nucleétidos en la secuencia dadora de
splicing del intrén 1 de HBA2). Se han informado otras
mutaciones: alteraciones en la sefial de poliadenilacion,
descriptas en el Mediterraneo y Oriente Medio, y en el co-
don de terminacion que conducen a variantes elongadas
de Hb, como Hbs Constant Spring, Icaria, Koya Dora, y
Seal Rock Paksé, descriptas en el area del Mediterraneo
y en Asia®.

Los desdrdenes hereditarios que afectan la sintesis
normal de Hb son comunes en Argentina, siendo la p-tal
la alteracién mas frecuente y mejor caracterizada'®"2. No
obstante, los patrones migratorios estdn cambiando dra-
maticamente la distribuciéon geografica mundial de a-tal,
al punto de incluirse en el panel de screening neonatal
obligatorio en el estado de California y contemplarse su
inclusién a nivel nacional en EE.UU..

Al presente, el diagndstico molecular es la unica
herramienta que permite el diagndstico certero y la dife-
renciacion de anemias causadas por otras etiologias. No
existen marcadores clinicos o hematolégicos confirmato-
rios de a-tal y la informacién reportada sobre las bases
moleculares de estos sindromes en nuestro medio es
escasa y parcial' 5.

El propdsito de este trabajo fue caracterizar las alte-
raciones genéticas en el cluster de a-globina asociadas
a fenotipos compatibles con a-tal y establecer la relacion
entre el genotipo y el fenotipo hematoldgico.

Materiales y métodos

Se derivaron para analisis molecular, a nuestro laboratorio,
184 pacientes con fenotipo hematolégico compatible con a-tal.
Previo a los estudios, los pacientes firmaron un consentimiento
informado que contempla la Declaracion de Helsinki de la
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Asociacion Médica Mundial. Se purificé el ADN genémico de
leucocitos de sangre periférica por el método de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB)'. La estrategia de estudio mole-
cular comprendio, en principio, la deteccién e identificacion
de las deleciones -a37, -a*2,--MEDI| -()205, --SEA y _.FIL hor PCR
GAP'". Se disefiaron primers para la deteccion de la delecion
--SPAN por PCR GAP y para la busqueda de otras deleciones
se utilizé la técnica de Multiplex ligation-dependent-probe-
amplification (MLPA) mediante el kit “SALSA MLPA probemix
P140-B4 HBA”, MRC-Holland.

En los pacientes en que no se hallaron deleciones, se estudio
la presencia de mutaciones puntuales, en HBA2y HBA1. Se am-
plificaron diferencialmente los genes HBA2y HBA1 con primers
especificos'®. Las mutaciones oo, y VS5 se estudiaron por
PCR y posterior digestion enzimatica. Otras variaciones de se-
cuencia se identificaron por secuenciacion automatica en un ABI
PRISM™ 3130XL (Applied Biosystems, Seoul, Korea). Cuando
se encontraron mutaciones puntuales no descriptas previamente,
se caracterizaron por clonado con el sistema pGEM®-T Easy
Vector System (Promega, Madison, WI, USA), transformacion de
bacterias Escherichia coli DH5a y secuenciacion de los clones
obtenidos. En un grupo de pacientes se estudio el gen HBB por
PCR y secuenciacion con los primers HBB1-F and HBB2-R'" y
los primers L3 5"- GGGTACAGTTTAGAATGGG-3" y HBB4-R:
5-TAGCTGTTTGCAGCCTCACCTT-3' disefiados en nuestro
laboratorio (PrimerQuest®, IDT, Coralville, USA). Los analisis
bioinformaticos de las secuencias se realizaron con los progra-
mas Finch-TV Version 1.4.0 (Geospiza Inc., USA), ChromasPro
1.32 (Technelysium, PtyLtd, Australia) y BLAST'®.

La informacion sobre las mutaciones estudiadas se obtuvo
a partir de la base de datos “A Database of Human Hemog-
lobin Variants and Thalassemias” (http://globin.cse.psu.edu/
globin/hbvar/menu.html), y del GenBank se tomdé la secuencia
normal de referencia de los genes (HBA: NC_000016.10 y
HBB:NC_000011.10).

Las diferencias entre los valores hematimétricos de los dis-
tintos grupos se analizaron mediante One-way ANOVA Yy el test
post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni realizados
con GraphPadPrism version 5.03 para Windows, GraphPad
Software (San Diego California USA, www.graphpad.com).

Resultados

En 145 pacientes se hallaron mutaciones o-tal, respon-
sables del fenotipo clinico-hematoldgico. En la Tabla
1 se enumeran las distintas mutaciones halladas y su
distribucién. La delecién -a®7 es la que presentdé mayor
frecuencia siendo la principal responsable, tanto del
fenotipo “portador silente” (genotipo -a*7/aa), como del
“rasgo talasémico” (genotipo -ad7/-a37).

Se encontraron distintas mutaciones o en estado he-
terocigota: la delecion --VEP' resulté ser la mas frecuente
en pacientes con ascendencia mediterranea, y la delecion
--SEA en los de origen asiatico. La mutacién --MEP' se hallé
también asociada a la delecién -a®7 en un paciente con
enfermedad de Hb H.

En 13 pacientes, con fenotipo compatible con o’-tal,
en que no se pudieron caracterizar las mutaciones por las
estrategias antes mencionadas (11 con fenotipo de “rasgo
talasémico” y 2 con Hb H, positivos para la delecién -a37),
se realizé el andlisis por MLPA (amplificacién multiple
de sondas dependientes de ligacién). Por medio de esta
técnica se pudo confirmar una alteracion en el cluster de
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TABLA 1.— Distribucion de las mutaciones o-tal halladas en
los pacientes estudiados

Genotipo N° pacientes N° familias

-a37/aa 79 96
'0.3'7/'(13'7 25

oaMa/ao 8 8
aaMao 5 3
--MED/ oot 7 6
-(a)20%/ao 2 2
--SEA /Lot 7 5
--Fl oo 2 1
Delecion--("")/a.a 5 4
Delecion--("3)/a.a 1 1
Delecion HS-40("®%); ao/oa 1 1
--MEDI/-037 1 1
—("/-037 2 2

Las deleciones indicadas como (*) fueron caracterizadas por MLPA:
(): --CALo--CAMPANIA- (2)delecion entre 10.2 y 14.2 kb; (?):delecion entre
0.1y 89.6 kb;(*): delecion mayor a 127.5 kb.

a-globina como el defecto responsable del fenotipo en
9 pacientes. En 5 de ellos (4 familias) se determind la
presencia de una delecién que comprende entre 28.9 y
36.5 kilo-pares de bases (kb), que seria compatible con
las deleciones --°A- (cuyos limites fueron actualizados
recientemente®) o --CAMPANIA2T “myy similares en tamafo
y ambas caracterizadas en poblacion del Mediterraneo.
En un paciente se identificéd una delecién cuyos bordes
no coincidirian con otras deleciones previamente descrip-
tas, con un tamafo entre 10.2 y 14.2 kb, que involucra
la pérdida de ambos genes HBA. En otro se observo la
delecion de la region regulatoria HS-40 de entre 0.1y 89.6
kb en uno de sus alelos, mientras que sus 4 copias de
genes HBA permanecieron intactas. En los 2 pacientes
con Hb H en los que Uunicamente se habia identificado la
delecion -a7, el analisis por MLPA revelo la presencia
de grandes deleciones (mayores a 127.5 kb) que abar-
caron todas las sondas incluidas en el kit. Uno de estos
pacientes presentd, ademas de la a-tal, retraso mental y
anomalias en el desarrollo. Los restantes 4 pacientes, con
fenotipo compatible con a°-tal, no presentaron deleciones
ni inserciones por MLPA. En la Fig. 1 se esquematizan
los resultados obtenidos por MLPA.

En los pacientes en que no se hallaron deleciones, se
estudio la presencia de mutaciones puntuales en HBA2
y HBA1. En 8 familias se hallaron mutaciones en estado
heterocigota en el gen HBAZ2: 5 presentaron la mutacién
alVsitsmig 2 la aN®lor y, en uno, una variante de secuencia
en la region 3 UTR, HBA2:c.*107. Estos hallazgos son
compatibles con el perfil étnico de nuestra poblacion, de
ascendencia predominante del area del Mediterraneo. En
3 familias, se hallaron mutaciones en el gen HBA1 previa-
mente no descriptas: en una paciente adulta se determind
una sustitucion en la secuencia aceptora de splicing,
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HBAT1:.c.301-2A>T, que se detectd en cis con el cambio
que da lugar a la Hb Riccarton?. Por otra parte, se encon-
traron dos deleciones noveles que generan corrimientos
del marco de lectura: HBA1:¢c.187delG (p.W62fsX66), en
una mujer con anemia drepanocitica y su hijo portador
de Hb S, en asociacion con la variante patchwork 02122
y la mutaciéon HBA1:¢c.237de IC (p.Asn78Lysfs*6) en un
padre y su hijo, de la ultima familia.

En la poblacion estudiada no se encontraron las muta-
ciones -a*2, --SPAN nj otras mutaciones no delecionales.

A partir de los resultados obtenidos, se correlacionaron
las mutaciones halladas con los parametros hematoldgi-
cos. En la Tabla 2 se presentan los resultados hallados
para el recuento de glébulos rojos (Rto.GR), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular
media (HCM) y Hb A,. Los pacientes se agruparon de
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acuerdo a su genotipo, sexo y rango etario, con el fin de
evaluar si existian diferencias significativas en los valores
entre estos grupos. Tanto para el VCM como el HCM,
en el genotipo -o/a.a no existen diferencias significativas
entre hombres y mujeres adultos, pero si entre pacientes
adultos y nifios, mientras que en los genotipos -o/-a. y --/
aa no se observaron diferencias significativas entre los
distintos grupos. Para el recuento de gldbulos rojos no
se observaron diferencias significativas entre los grupos
para el genotipo -a/aa, pero en el caso de los pacientes
con delecion de 2 copias de genes HBA, los hombres
presentaron valores significativamente méas elevados que
las mujeres y que los nifios. El andlisis de los valores de
Hb A, arrojo resultados similares a los observados para
el VCM y el HCM, con la salvedad de que los valores
remitidos fueron obtenidos por distintos laboratorios, por

Delecion >127.5kb (n: 2: genotipo --/-a*7)

9101

12 2 18) 192021222324 25 26

([T
Delecion -a*7

Las flechas indican la posicion de las 26 sondas incluidas en el kit de MLPA. Las diferentes deleciones
observadas en pacientes se indican como barras grises; las lineas punteadas marcan las regiones
de los posibles puntos de corte de la delecion. En los 2 pacientes con Hb H (genotipo --/-0.3.7), se
indican las 2 deleciones: la delecion caracterizada por MLPA que se extendié a lo largo de las 26
sondas (barras grises) y la delecién -0.3.7 (barras verticales). n: numero de pacientes en los que se

encontraron las mutaciones

Fig. 1.— Esquema de las deleciones caracterizadas por Multiplex ligation-dependent-

probe-amplification (MLPA)

TABLA 2.— Relacion entre los genotipos a-tal y los pardmetros hematimétricos

Genotipo Rto.GR VCM HCM Hb A2
(10°/mm?) V) (p9) (%)
-a/oa Hombres
n=12 517 £ 1.02 79.07 + 2.56 25.81 +1.11 2.56 + 0.31
Mujeres
n =26 4.75 + 0.33 77.42 + 3.15 24.84 + 1.30 2.61 +£0.33
Nifios
n=10 5.01 £ 0.42 71.41 + 493 22.64 +1.27 214 £ 0.28
Hombres
--loa y n==6 6.16 + 0.24 66.17 + 3.23 20.13 + 1.33 217 £ 0.26
Mujeres
-a/-a n=16 5.38 + 0.55 67.02 + 4.03 20.91 +1.11 2.21 + 0.41
Nifios
n=18 5.32 + 0.37 67.16 + 2.90 20.99 + 1.38 2.26 + 0.44

VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media. Se indican media +

desvio estdandar para cada pardmetro.
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lo que la diferencia significativa entre adultos y nifios con
el grupo -o/o.a. podria ser atribuida a esta causa.

Al comparar el VCM y HCM entre los distintos genoti-
pos (en este caso se incluyeron las mutaciones puntuales,
sin discriminar entre el gen afectado y sin ajuste por sexoy
edad), se hallaron diferencias significativas en los valores
presentados por los distintos genotipos (-a/a.a, portadores
de mutaciones puntuales y de doble delecion).

Los valores de VCM arrojaron diferencias significativas
para los distintos genotipos (-o/aa, portadores de muta-
ciones puntuales o de delecién de dos copias de genes
HBA). No se registraron diferencias significativas, unica-
mente entre los nifios con delecidon de una copia de gen
HBA y aquellos que presentaron mutaciones puntuales.

En el andlisis de la HCM, los resultados fueron bastante
similares a los del VCM, excepto que tampoco en adultos
se verificaron diferencias significativas en los valores
de los portadores del genotipo -a/ac y de mutaciones
puntuales. Las tendencias en los valores analizados se
representan en la Fig. 2.

En un grupo de 14 pacientes en los que no se encon-
traron mutaciones con Hb A, < a 3.5% (rango de 2.4%
a 3.4%) y VCM < 75 fl, se secuenci6 el gen HBB y se
identificaron mutaciones B-tal en estado heterocigota,
siendo IVS 1-6 (T > C) la responsable del cuadro clinico-
hematoldgico en la mitad de los casos (el resto de las
mutaciones fueron Codén 39 (C > T), IVS 1-110 (G >
A)y (-87) (C > G). Solo un paciente presento niveles de
Hb F mayores al 2.0%, que podrian justificar una menor
produccion de Hb A,

En 25 pacientes (13.6% de los casos), 11 con fenotipo
compatible con a*-tal y 14 con a’-tal, hasta el momento
no se hallé el defecto primario y contindan en estudio.

Discusion

Los resultados obtenidos muestran que la delecion -o3”
es la mas frecuente en nuestro medio, al igual que lo
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descripto en la mayoria de las poblaciones analizadas.
Esto implica que ante la sospecha de a-tal, ésta debe ser
la primera mutacién a identificar. En pacientes con “rasgo
talasémico”, negativo para la delecién -7, es importante
conocer su ascendencia debido a que las mutaciones
--MEDl vy -(a)?°5, solo fueron halladas en individuos con
ascendencia mediterranea, y las deleciones --SFA y --FIL,
en individuos de origen asiatico.

A partir del estudio por MLPA se observé en 5 pa-
cientes (4 familias genéticamente no relacionadas), de
ascendencia mediterranea, el mismo patrén de delecion
(compatible con --CAL o --CAMPANIA) g que convertiria a
esta alteracion en la tercera mutacion mas frecuente en
nuestra poblacion, luego de las deleciones -a®7 y --MED!,
Actualmente estamos trabajando para establecer los li-
mites de esta delecion, y disefiar un ensayo directo para
su identificacion.

La delecion de la region regulatoria MCS-R2 (HS-40)
tiene la misma repercusién en el fenotipo hematoldgico
que la pérdida de 2 copias de HBA, resaltando la impor-
tancia de la presencia de esta region para la expresion en
niveles apropiados de los genes del cluster a.

En las familias tipificadas, las mutaciones puntuales re-
presentaron el 8.5% del defecto genético responsable; el
hecho de haber descripto 3 mutaciones noveles en HBA1
destaca la importancia de incluir la secuenciacion de los
genes HBA en el estudio de pacientes con fenotipos a-tal
en los que se descartaron las deleciones y mutaciones
puntuales més frecuentes.

De las formas clinicamente relevantes de o-tal, solo
ingresaron para su estudio 3 pacientes con Hb Hy, hasta
el momento, no registramos hidropesia fetal por Hb Bart
en la poblacién estudiada. Este panorama podria cam-
biar debido a un incremento en la inmigracion asiatica
de las ultimas décadas, que presenta mayor prevalencia
de rasgo o-tal y bases genéticas diferentes. En los 3
pacientes con Hb H, ninguno de ascendencia oriental,
se determind que la base molecular correspondia a la

VCM

901

80+

704

HCM

P9
——i

Valores de VCM y HCM estan indicados como media + DS. Andlisis estadistico comparativo de VCM
y HCM de los distintos grupos por ANOVA de una via y test post-hoc de Bonferroni (GraphPadPrism
version 5.03). Valores de significancia: ***p = 0.001; **p = 0.01; *p = 0.05; ns: no significativo.

Fig 2.— Comparacion de VCM y HCM entre los distintos grupos
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delecion de 3 copias de HBA: en un caso el genotipo fue
-a%7/--MED! y en los otros dos, -a®7/delecion > 127.5 kb
(delecion caracterizada por MLPA). El hallazgo del defecto
molecular en las Hb H es de suma importancia, ya que
en los pacientes que presentan una mutacion puntual, el
cuadro suele ser mas grave?..

En el paciente con Hb H y retraso mental asociado,
se realiz6 un estudio de cariotipo, en el que no se vi-
sualizaron alteraciones, y un estudio de FISH, en el que
pudo ponerse en evidencia la delecion subtelomérica.
La presencia de esta delecion del cluster de a-globina'y
genes adyacentes podria estar asociada o contribuir al
fenotipo observado. Este caso demuestra la importancia
de la busqueda de deleciones cripticas en pacientes
con retraso mental, y reitera la necesidad del estudio
molecular en pacientes en que el retraso se presente
con anemia microcitica e hipocrémica con niveles de
hierro normales.

Es interesante destacar el porcentaje de pacientes
que presentaron mutaciones B-tal y fueron derivados
con diagndstico presuntivo de a-tal. El hecho de que en
el 50% de los casos la mutacién responsable fue IVS 1-6
(mutacién tipo B* leve) indicaria que el déficit de cadenas
de B-globina, producto de esta alteracién, no siempre
seria lo suficientemente importante como para inducir
aumentos de Hb A, mayores a 3.5%. Otra observacion
destacable es que ninguna de las muestras en las que
se hallaron mutaciones o-tal presento niveles de Hb A,
mayores al 3.0%.

Las mutaciones a-tal presentan perfiles hematoldgicos
definidos: el recuento de gldbulos rojos es mayor o igual
a 4.5 10%mmé3, el VCM suele ser menor a 80 1y la HCM
es menor a 27 pg. Asimismo, se distinguen perfiles dis-
tintos para las mutaciones o y o, que pueden orientar
al diagndstico; estos hallazgos demuestran que la clave
para la deteccién y caracterizacion exitosa de las hemog-
lobinopatias, en particular las talasemias, es la minuciosa
recoleccién inicial de los datos clinico-hematoldgicos
de los pacientes. Finalmente, los resultados obtenidos
destacan la importancia del diagndstico molecular como
herramienta fundamental para establecer un diagndstico
definitivo de estos cuadros, y el correcto asesoramiento
genético-familiar.
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